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Phenoliske forbindelsers interaktioner med det humane væksthormon 
Phenoliske forbindelser bruges som anti-mikrobielle stoffer i proteinopløsninger, men de inducerer 
også aggregering af visse proteiner, heriblandt det humane vækst hormon (hGH). Projektet er 
baseret på en artikel fra 1996 af Y. Maa og C.C. Hsu, “Aggregation of recombinant human growth 
hormone induced by phenolic compounds”. Projektets mål er at udvide konklusionen af artiklen ved 
at foreslå en mere detaljeret interaktionsmekanisme mellem de phenoliske stoffer og hGH. 
Det findes at aggregeringen af hGH formentlig følger andenordens kinetik, hvilket kunne forklares 
ved en åbning af proteinets tertiære struktur, induceret af de phenoliske stoffer. Dette følges af et 
sammenstød mellem to hGH molekyler hvilket resulterer i aggregering. Det findes at de phenoliske 
stoffer interagerer ved: 1) Hydrogenbinding mellem hydroxylgruppen og hGH 2) Van der Waal 
interaktioner mellem den aromatiske ring i de phenoliske stoffer og hGH. Effekten på aggregering 
findes at aftage ved stigende polaritet af de phenoliske stoffers aromatiske ring. Denne mekanisme 
er i overensstemmelse med de empiriske data publiceret af Maa og Hsu.   
 
Interactions of Phenolic Compounds with Human Growth Hormone 
Phenolic compounds are essentiel anti-microbiel agents in protein formulations, but also induce 
aggregation of certain proteins, including human growth hormone (hGH). This project is based on 
the data of a 1996 article by Y. Maa and C.C. Hsu, “Aggregation of recombinant human growth 
hormone induced by phenolic compounds”. The aim of the project is to expand the conclusion of 
the article, by suggesting a more detailed mechanism of interaction between phenolic compounds 
and hGH.  
It was found that the aggregation of hGH probably follows second order kinetics, which could be 
explained by a loosening of tertiary structure of the protein, induced by phenolic compounds and 
subsequent collision between two molecules of hGH resulting in aggregation. The phenolic 
compounds were found to interact by: 1) Hydrogen bonding between the hydroxyl group and hGH. 
2) Van der Waal interactions between the aromatic ring of the phenolic compounds and hGH. The 
strength in inducing aggregation of hGH was found to decrease with increasing polarity of the 
aromatic ring of the phenolic compounds. This mechanism was found to be consistent with the 
empirical data published by Maa and Hsu. 
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1. Forord 
Projektrapporten er udarbejdet ud fra vores projektarbejde på institut for biologi og kemi på 
Roskilde universitetscenter i efteråret 2004. I denne forbindelse vil vi gerne takke vores vejleder 
Erik Tüchsen for hans hjælp med projektet. 
 
Sophus Nørby, Tue Rasmussen, Rune Hartvig og Louise Slot Christiansen 
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2. Indledning 
Phenoliske forbindelser bruges i medicinalindustrien som anti-mikrobielle agenter ved konservering 
af proteiner i farmaceutiske produkter. Det er vist, at disse stoffer desuden kan være årsag til øget 
aggregering af proteinerne i disse produkter [Brange 1992 og Lam 1997]. Der er mange faktorer der 
kan påvirke proteiners aggregering, heriblandt temperatur og pH, men i dette projekt fokuseres på 
phenoliske forbindelser. En undersøgelse fra 1996 viser at phenoliske forbindelser har en 
destabiliserende og aggregerende effekt på det humane væksthormon (hGH), men kan dog ikke 
forklare ved hvilke mekanismer de phenoliske forbindelser påvirker denne aggregeringen af hGH 
[Maa 1996]. Dette er stadig i dag et uopklaret fænomen. 
Formålet med dette projekt er at forstå mekanismerne bag aggregeringen af hGH ved indvirkning af 
phenoliske forbindelser. Dette vil gøres gennem forståelsen af andre proteiners aggregering ved 
tilstedeværelse af phenoler og studier af fysisk-kemiske aspekter af proteinstabilitet i vandige 
opløsninger. Proteiner er normalt kun svagt stabile ved stuetemperatur, idet forskellen i Gibbs fri 
energi mellem et proteins native form og dets fuldstændige udfoldede form ligger i området 20-80 
kJ/mol, [Dill 1990]. Der er mange bidrag til proteinfoldningens fri energi heriblandt elektrostatiske 
kræfter, hydrogenbindinger, van der Waals kræfter og hydrofobe effekter af solventet. Ligeledes er 
der modvirkende entropiske bidrag fra proteinkæden og bidrag fra udfoldningsenthalpien.  En lille 
ændring i disse bidrag kan have stor betydning for stabiliteten. I forsøget på at klarlægge 
mekanismen hvormed phenolforbindelser påvirker aggregeringen af hGH, er det derfor vigtigt at 
afgøre hvilke kræfter i foldningen af proteiner og i interaktionen med solventet, der kan tænkes at 
ændres. 
Da der i litteraturen er en del uenighed om, hvad man kalder de forskellige konformationer af 
proteiner opstilles nedenstående nomenklatur, som vil blive brugt gennem projektrapporten. 
 
N0 Nativt protein Korrekt foldet protein 
U Nonnativt protein Helt udfoldet protein 
An Aggregat med n molekyler  
A1 Aggregerings monomer Proteinet i irreversibel halv 
udfoldet form. 
TS* Transitions stadie Overgangsstadiet mellem N 
og AI  
Nn Konformationsisomere Proteinet i forskellige grader 
af reversibel udfoldethed  
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2.1 Aggregering 
Aggregering af proteiner er en proces, hvor delvist udfoldede proteiner går sammen i et aggregat og 
bliver irreversibelt forbundne. Hvis aggregaterne er store nok kan de overskride deres 
opløselighedsgrænse og fælde ud, ofte som synlige partikler i vand. Da aggregerede proteiner 
mister deres biologiske aktivitet er dette et område med stor interesse fra medicinal forskning.  Et 
protein i vandig opløsning kan anses som værende i ligevægt mellem dets native form og 
forskellige grader af reversibelt udfoldethed, kaldet konformationsisomere. Den native form vil 
normalt være termodynamisk favorabel [Dill 1990]. Konformationsisomerene kan undergå 
aggregering, som er en irreversibel proces hvor flere molekyler samles i intermolekylære -sheet 
[Chi 2003] Dette kan beskrives ved Lumry-Eyring modellen, hvor proteinets native stadie (N0) er i 
ligevægt med et transition stadie (TS*), som irreversibelt kan skifte konformation til et aggregerings 
intermediat (A1). 
11
10 *
+→+
→↔
nn AAA
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A1 vil binde sig til aggregater med n proteinmolekyler (An) og danne aggregater med n + 1 
molekyler (An+1) [Chi 2003]. Lumry-Eyring modellen følger førsteordens kinetik, da den kun er 
afhængig af, at molekylet laver en konformationsændring. Det er derfor ændringen fra nativt protein 
til transitions stadie, der er den hastighedsbegrænsende reaktion. Herved kan aggregerings 
hastigheden vagg beskrives ud fra koncentrationen af nativt protein 
 
[ ] [ ]010 Nkdt
Nd
vagg =−=  
hvor k1 er hastighedskonstanten.  
En anden mulighed er, at to halvåbne proteiner i x’ne grad udfoldenhed (Nx) aggregerer ved 
sammenstød. Dette er illustreret på [Figur 2.1]. 
20 22 ANN x →↔  
Her er det dannelsen af aggregat (A2) som resultat af sammenstød mellem to halvåbne proteiner, der 
er den hastighedsbegrænsende reaktion og aggregeringsprocessen i denne model følger derfor 
andenordens kinetik. Hastighed for modellens aggregeringsproces er  
 
[ ] [ ]22 xxagg Nkdt
Nd
v =−=  
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hvor k2 er hastighedskonstanten for reaktionen. Der er både fundet proteiner, hvis aggregering 
følger første og andenordens kinetik [Chi 2003].  
På [figur 2.1] er aggregeringsmodellerne opsummeret og præsenteret som et reaktionskoordinat 
diagram. De forskellige konformationer af proteinet, inden det er aggregeret, har forskellige gibbs 
fri energi, med det native som havende den laveste og derfor mest favorable. Som 
udfoldningsgraden bliver større, stiger den frie energi og er højest for det nonnative stadie. 
Aggregatet forventes at favoriseres termodynamisk og har den laveste fri energi. 
   
   
Figur 2.1. Viser at proteinet kan lave reversible ændringer af konformation og befinde sig på mere udfoldede 
former. N0 er det native stadie med den mest favorable Gibbs frie energi, mens stadierne N1, N2 og N3 er 
reversible konformations isomere. Aggregering kan forekomme på to måder. Nederste del viser den ene måde, 
hvor proteinet gennemgår en irreversibel konformationsændring, vist ved N1, for dernæst at aggregere med 
andre proteiner i opløsningen (An). Øverste del viser den anden, hvor proteinet i den reversible konformation 
støder sammen med et andet protein og danner et aggregat direkte. 
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2.2 Elektrostatiske kræfter 
Elektrostatiske kræfters indflydelse på protein stabilitet ses især ved lav og høj pH, hvor en øget 
mængde ladninger på det native protein får dette til at denaturer på grund af de repulsive kræfter. 
Ved at folde kæden ud sænkes den frie elektrostatiske energi af molekylet [Tanford 1961]. I 
proteiner kan der dannes såkaldte saltbroer, som er bindinger mellem ladede aminosyre sidegrupper 
indeholdende carboxylsyre- og aminogrupper. En saltbro estimeres at bidrage med 4-12 kJ/mol per 
ionpar til proteinets stabilitet. Proteiner indeholder dog ikke mange ionpar bindinger [Dill 1990]. 
Hydrogen bindinger er en deling af et hydrogen atom mellem to elektronegative atomer, der 
domineres af elektrostatiske kræfter [Dill 1990]. I proteiner kan dette forekomme mellem carbonyl 
C=O og amid NH grupper i peptid-hovedkæden [Pauling 1960]. En sådan intramolekylær 
hydrogenbinding er ikke markant energimæssigt favorabelt i forhold til hydrogenbindinger med 
solventet, men er ophav til dannelse af sekundære strukturere som -helixer og -sheets [Kauzman 
1959]. Hydrogen bindingsstyrken afhænger af elektronegativiteten og orienteringen af de bindende 
atomer, og ligger omkring 8-40 kJ/mol pr binding [Pauling 1960].  
 
2.3 Kovalente bindinger 
Et bidrag til et proteins stabilitet er disulfidbroer [Figur 2.2] dannet mellem cysteins sidekæder. Den 
kovalente binding stabiliserer proteinet, men entropitabet modvirker det til dels. Disse broer 
stabiliserer proteinet med en energi givet ved følgende udtryk [Kauzman 1959]: 
nRTGunfold ln2
3
=∆
 
Hvor R er gaskonstanten og T temperaturen i kelvin og n er antallet af kæde segmenter mellem de 
to aminosyrer der udgør disulfidbroen. Hvis n sættes til 100 og temperaturen til 25˚C vil 
energiforskellen mellem G(N0) og G (U) øges med 17 kJ/mol bindinger. Dette er dog kun 
gældende for den første binding i proteinet. [Kauzman 1959] bemærker at for flere bindinger er 
beregningen mere kompliceret. 
 
 
Figur 2.2: Disulfidbro 
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2.4 Hovedkædens steriske entropi  
Den store energi der modarbejder proteiners stabilitet og foldning, er det entropitab der er for et 
givent peptid, når den bevægelige kæde skal samles i proteinets native konformation. Denne 
entropiske energi i proteiner kan formuleres i to forskellige entropiske effekter, den lokale 
entropiske effekt der kommer af at aminosyrene mister en del bevægelses frihed. Den lokale entropi 
er således et udtryk for vibrationelle og rotationelle entropier i molekylet, deres bidrag anslås at 
være relativt små [Karplus 1987]. 
Den anden entropiske effekt er ”excluded volume”-effekten, som opstår af umuligheden af at to 
kæder i molekylet kan optage det samme volumen i rummet [Dill 1990]. En given fri kæde kan 
optage plads i rummet i et stort antal forskellige konfigurationer, men en kæde holdt i konformation 
i et protein har et langt lavere antal mulige konfigurationer og kan derfor ikke fylde så meget [Dill 
1990]. Fra det denaturede stadie til det native stadie mister peptidet en stor del af sit volumen, 
hvilket medfører et stort tab af entropi [Dill 1990]. 
2.5 Hydrofobisk effekt 
Den hydrofobiske effekt, betegnes som det største bidrag til stabiliseringen af proteiner i vandig 
opløsning [Dill 1990], og består af to forskellige effekter [Privalov 1993].  
Første effekt er hydreringen af aminosyrer fra kernen ved udfoldning af proteinet. Den består både 
af en enthalpisk del og en entropisk del. Den enthalpiske del består dels af dannelsen af 
hydrogenbindinger mellem de polære aminosyrer og solventet og dels af dannelsen af van der 
Waalske bindinger mellem upolære aminosyrer og solventet. Den entropiske del består af entropitab 
for vandmolekylerne i solventet og sker ved hydreringen af både polære og upolære aminosyrer 
[Privalov 1993]. 
Den anden effekt er van der Waalske interaktioner mellem upolære aminosyre i den hydrofobe 
midte af proteinet.  Disse kræfter udlignes kun i lav grad ved udfoldelse under dannelsen af van der 
Waalske bindinger til solventet. Selvom disse effekter er blandet sammen i store dele af litteraturen 
vil de i denne rapport blive behandlet hver for sig. 
 
2.5.1 van der Waals interaktioner i proteinkernen 
van der Waals interaktioner er meget vigtige for protein stabilitet. Den tæt pakkede hydrofobiske 
kerne af proteinet medfører eksistens af van der Waal kræfter internt i molekylet, hvilket i sig selv 
øger stabiliteten [Nicholls 1991]. 
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Energien for van der Waal’s interaktioner udgøres af tre bindingsenergier, dipol-dipol bindinger, 
dipol-induceret dipol bindinger og London bindinger. De energier der forårsager bindingerne er 
både tiltrækkende og frastødende på samme tid, hvilket er illustreret i [figur 2.3] 
 
Figur 2.3: Grafisk illustration af tiltræknings- og frastødningsenergien mellem to molekyler. Lavet ud fra 
Lennard-Jones potentialet, derfor er den potentielle tiltrækningsenergien proportional med –1/d6 og 
frastødningen proportional med 1/d16 (d=afstanden).  
 
Når van der Waal interaktionen får en bindingslængde på ca. 3-4 Å eller mindre vil energien fra 
frastødningen blive så stor at den overstiger tiltrækningsenergien. Dette vil i praksis sige at 
molekylerne frastøder hinanden. 
Dette skyldes at både en tiltrækning og en frastødning kan beskrives ved hjælp af Mie potentialet, 
m
m
n
n
d
C
d
CdE −=)(  
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hvor d er afstanden, n>m og Cn og Cm er konstanter. Den sidste del af Mie potentialet gør rede for 
van der Waal tiltrækningen og den første for frastødningen [Creighton, 1993]. Et specialtilfælde er 
Lennard-Jones potentialet som er givet ved: 
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ddE ε [Atkins 2003]. 
Her er  interaktionsenergien i minimum af Lennard-Jones potentialet, og d0 er afstanden der hvor 
interaktionsenergien er lig 0, også defineret som de=21/6d0 [Atkins 2003]. 
Det ses i Lennard-Jones potentialet at tiltrækningsenergien er omvendt proportional med afstanden i 
sjette, hvorimod frastødningen er omvendt proportional med afstanden i tolvte. Det vil sige, at inde i 
det foldede protein vil disse van der Wallske kræfter være til stede, da afstandene imellem 
proteinets kæder er tilstrækkelig små. 
Den optimale bindingslængde for van der Waal kræfter er defineret ud fra minimum af Lennard-
Jones kurven i figur 2.3 dette er forskelligt fra binding til binding og derfor ikke særligt præcist. 
Man har dog fundet at minimumet ligger ca. 0,3 til 0,5 Å fra summen af van der Waal radierne, der 
er defineret ud fra et perspektiv om en sfære model for molekylerne, hvor van der Wall radius er 
radius i den uigennemtrængelige sfære. 
Som tidligere skrevet udgøres van der Waal interaktionerne af tre bindingsenergier dipol-dipol 
bindinger, dipol-induceret dipol bindinger og London bindinger. 
Et molekyle kan indeholde en dipol der, kort forklaret, er en elektrostatisk ladningsforskel der er i 
molekylet pga. atomernes forskellige elektronegativitet. Forskellen kan forskyde elektronerne i 
molekylet og derved skabe en ladningsforskel internt i molekylet. Denne ladningsforskel vil give 
anledning til en svag binding med et andet polært atom. Eksempler på molekyler med permanent 
dipol moment er H2O og NH3. [Atkins 2003] 
Et molekyle der har et permanent dipolmoment kan omforme et upolært molekyle til at være polært. 
Dette er dipol-induceret dipol bindinger. Et molekyle med dipol-moment kan ligge sig tæt (0,3-0,5 
Å mellem van der Waal overfladerne) på et upolært molekyle og ”forskyde” dette molekyles 
elektroner, vha. dipolmomentets kraftfelt. Det upolære molekyle får et induceret dipolmoment, og 
molekylet bliver polariseret. Et eksempel på en sådan binding, kunne være H2O som kortvarigt ville 
kunne skabe et dipol-moment i et upolært molekyle som CO2, eller en upolær del af et 
makromolekyle som et protein. [Israelvillichi 1985]    
Det sidste bidrag til van der Waal kræfter er London bindinger, kaldet induceret-dipol induceret 
dipol bindinger. Det er bindinger mellem to uladede og upolære molekyler, f.eks. et H2 og et H2 
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molekyle. Bindingen sker ved at elektronerne bevæger sig tilfældigt, og det rent faktisk kun er 
gennemsnitligt at et molekyle er upolært, derfor er der et dipolmoment til et bestemt tidspunkt. 
Dette dipolmoment kan så polarisere et nabo atom der er upolært, således at der kan dannes en 
binding mellem de to molekyler [Israelvillichi 1985]. De forskellige van der Waal energier er 
opsummeret i [figur 2.4]. 
 
 
Figur 2.4: Oversigt over de forskellige van der Waal energier.  I dipol-dipol bindinger interagerer to permanente 
(statiske) dipoler, imens dipol-induceret dipol bindinger inducerer en permanent dipol polaritet i et ellers 
upolært molekyle. I London bindinger (induceret dipol induceret dipol) kan to upolære molekyler binde ved 
hurtigt skiftende fluktuationer af elektronsky densiteten. 
 
I et makromolekyle vil der inde i kernen ikke være anledning til mange dipol-dipol bindinger, på 
grund af manglende dipolmoment. Modsat vil der kunne opstå dipol-induceret dipol bindinger og 
London bindinger. Størrelsen af London og dipol-induceret dipol bindinger er vist i [tabel 2.1] 
    
Binding Energi (kJ/mol) 
Dipol – Dipol 2 
Dipol – Induceret dipol 0,6-2 
London 2 
               Tabel 2.1.  Bindingsenergier for van der Waal interaktioner [Atkins 2003]. 
Hvor store van der Waal kræfterne vil være i det enkelte protein er svært at vurdere, da det 
afhænger af hvor foldet proteinet er. Når proteinet er helt foldet vil der være kortere mellem de 
enkelte atomer og der vil derfor være forholdsvis mange van der Waal bindinger. Omvendt vil 
proteinets sidekæder blive mere stive og derfor mere entropisk ufavorable [Nicholls 1991]. 
 
2.5.2 Hydrering af aminosyrer 
Hydreringen af aminosyrer betyder flytningen af aminosyrer fra proteinets kerne til solventet, som 
det sker ved en denaturering af et protein. Denne proces frembringer en del både enthalpiske og 
entropiske bidrag til det native proteins stabilitet [Privalov 1988]. 
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Makhatadze og Privalov [Makhatadze 1993] modellerer hydreringen af et protein ved to enthalpier, 
hydreringsenthalpien af de nonpolære og af de polære dele af aminosyrer i proteinet. De enthalpiske 
bidrag opnås primært ved elektrostatiske og elektrodynamiske interaktioner med solventet. De 
polære aminosyrer laver hydrogenbindinger til solventet og de upolære laver van der Waalske 
interaktioner med solventet. Hydreringsenthalpierne summeres udfra de forskellige aminosyreres 
solvent tilgængelige overfladeareal [Makhatadze 1993]:  
  
 ∆⋅∆=∆
i
Hydrering
iNonpolæreiNonpolære
U
N
Hydrering
Nonpolære THASATH )(ˆ)( ,,  
 ∆⋅∆=∆
k
Hydrering
kPolærekPolære
U
N
Hydrering
Polære THASATH )(ˆ)( ,,  
)(TH Hydrering∆ er den temperaturafhængige enthalpi for hydrering målt i kJ/mol, og ASA  (Accesible 
Surface Area) er det areal som er tilgængelig for solventet. Operatoren )(ˆ TH Hydrering∆  kan estimeres 
ud fra eksperimentelle data for sublimeringen af de enkelte grupper i aminosyrerne. ASA kan 
beregnes udfra van der Waal overfladen på proteinet. Dette gøres normalt ved 
computersimuleringsmetode kaldet rolling ball. Overfladen måles ved at rulle en cirkel på størrelse 
med et vandmolekyle over van der Waal overfladen på det native protein. Derved fremkommer 
arealet af de forskellige grupper der i det native stadie er tilgængelige for vandmolekyler. ASAUN∆  
er så forskellen mellem det tilgængelige areal i det native og det udfoldede protein. 
 
[Makhatadze 1993] har prøvet at estimerer hydreringsenthalpien for de forskellige sidekæder udfra 
følgende formel: 
Sidekæde
nPeptidkæde
Hydrering
nPeptidkæde
Hydrering
hydrering
Sidekæde ASA
ASAHH
H
⋅∆−∆
=∆  
De fundne værdier [Tabel 2.2] viser, hvilken effekt de forskellige sidekæder har på stabiliteten af 
proteinet. Det ses at der kun er et meget lille negativt enthalpisk bidrag ved hydreringen af 
isoleucin, leucin, alanin, valin og prolin. Mens det negative enthalpiske bidrag for de polære 
aminosyrer er betydeligt højere. Det udledes at det negative enthalpiske bidrag per areal er 
betydeligt højere for polære aminosyresidegrupper end for upolære sidegrupper [Makhatadze 1993].  
Enthalpien for hydreringen af aminosyrerne trækker imod proteinets denaturerede form, men 
størstedelen af de polære aminosyrer, som giver det mest betydelige enthalpiske bidrag, er 
formentligt allerede hydrerede i proteinets native form. Derimod er de upolære aminosyrer, som 
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giver et forholdsvist lille bidrag per aminosyrer for størstedelens vedkommende uhydrerede i 
proteinets native form og derfor mulige at hydrere. 
 
Aminosyre   
Sidekæde
Hydrerings-
enthalpien     
[KJ*Mol^-1]
Upolær ASA 
[Å^2]
Polær ASA 
[Å^2]
Hydrerings-
enthalpien  for 
den upolære del    
[KJ*Mol^-1*Å^-2]
Hydrerings-
enthalpien for den 
polære del 
[KJ*Mol^-1*Å^-2]
Alanin -8,28 67 - -0,124 -
Prolin -10,17 105 - -0,097 -
Valin -13,73 117 - -0,117 -
Isoleucin -17,12 140 - -0,122 -
Leucin -17,12 137 - -0,125 -
Cystein -22,95 35 69 -0,122 -0,271
Phenylalanin -25,31 151 - -0,168 -
Methionin -34,62 117 43 -0,122 -0,473
Serin -42,99 44 36 -0,122 -1,045
Threonin -45,05 74 28 -0,122 -1,287
Aspartat -47,33 48 58 -0,122 -0,715
Lysin -48,78 119 48 -0,122 -0,714
Glutamat -50,72 61 77 -0,122 -0,562
Tyrosin -57,37 144 43 -0,122 -0,854
Tryptofan -58,79 190 27 -0,122 -1,161
Asparagin -67,05 44 69 -0,122 -0,715
Histedin -69,63 102 49 -0,122 -1,128
Glutamin -70,44 53 91 -0,122 -0,562
Arginin -99,38 89 107 -0,122 -0,827
CONH-peptidkæde -59,57 0 35 0 -1,702
 
Tabel 2.2 Modelleret hydreringsenthalpi for aminosyresidekæder og aminosyrernes Area of Surface Accesibility 
[Makhatadze 1993] Derudfra udregnes hydreringsenthalpien for upolære arealer ved et gennemsnit af alanin, 
valin, isoleucin og leucins hydreringsenthalpier  122 J*mol-1*Å-2. Dette bruges til at udregne 
hydreringsenthalpierne for de polære dele, da de upolære dele sættes til 122 J*mol-1*Å-2. Alle tal er ved 25˚C. 
Udfra disse data ses en stor forskel på hydreringsenthalpien for de polære og upolære sidekæder. 
 
Det enthalpiske bidrag der fremkommer ved hydreringen af aminosyrerne opvejes af den entropisk 
effekt ved hydreringen. Den entropiske effekt fremkommer ved mangel på frihedsgrader i vandet. I 
vand er der et dynamisk skift af hydrogenbindinger mellem vandmolekylerne og ligeledes skiftes de 
kovalente bindinger også mellem de forskellige vandmolekyler. Desuden er der en veksling mellem 
H2O, H3O+ og OH- beskrevet ved vands dissociationskonstant.  
][
]][[
2OH
HOHK w
+−
=  
Pointen er at vandmolekylerne er meget dynamiske og har mange frihedsgrader. Hvilket gør at vand 
har en høj entropi, når der ikke er nogen forstyrrende elementer. Når molekyler der ikke, eller i 
ringe grad, har muligheden for at danne hydrogenbindinger overføres til vand sænker det denne 
dynamik. Vand danner clathrate strukturer som består af regulære pentagonale og hexagonale 
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overflader til at omkranse de hydrofobe stoffer. Grunden til at dette sker, er at det for et 
vandmolekyle er umuligt at opnå hydrogenbindinger, som er lige så energimæssigt favorable som 
med  andre vandmolekyler. Ved at omlejre disse hydrofobe molekyler med stærkt koordineret vand 
opnås den effekt at der dannes de nødvendige hydrogenbindinger vandet imellem [Figur 2.5], men 
det giver så et entropitab da vandet er fastlåst [van Holde 1998].  
   
Figur 2.5: Pentagonale og hexagonale strukturer i vand formerer et bur, rundt om et hydrofobt molekyle. Dette 
kaldes clathrate strukture. Formeringen af strukturen optimerer antallet af hydrogenbindingerne i vandet, men 
det strukturerede vand mister frihedsgrader.  
Det entropiske bidrag til den Gibbs frie energi er opstillet i [tabel 2.3]. TS er negativ for 
hydreringen af alle aminosyrer. Men kun i hydreringen af de upolære aminosyrer; leucin, isoleucin, 
valin, alanin og prolin, opvejes enthalpien fuldstændigt af entropien og giver udslag i en positiv 
Ghydrering.  
 
Tabel 2.3: Den Gibbs frie energi for hydreringen af sidekæderne og de entropiske og enthalpiske bidrag. Alle 
værdier er ved 25˚C [Privalov 1993]. Isoleucin, leucin, alanin, valin og prolin har en lille positiv G og er derfor 
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uvillige til at lade sig hydrere.  Dette kan tilskrives en entropisk hydrofob effekt ved koordinering af vand. 
Ligeledes kan det ses at der er en stor negativ entropi ved hydreringen af polære såvel som upolære 
aminosyresidegrupper. Dette skyldes formentligt at der også sker en form for koordinering af vandet omkring 
de polære aminosyrer [Privalov 1993]. 
 
Entropien for de polære aminosyrer falder ved højere temperatur, mens entropien af de upolære 
grupper stiger ved højere temperatur [Privalov 1993]. Dette kunne være årsagen til denaturering af 
proteiner ved lav temperatur da den faldende entropi gør, at det enthalpiske bidrag bliver mere 
dominant og at Ghydrering bliver mere negativ. Men forskellen i opførsel ved ændringer i 
temperaturen tyder på en forskel i typen af koordinering af solventet for polære og upolære 
sidekæder. 
 
2.6 Kooperativitet i proteiner 
Svage bindinger virker intuitivt ikke som bindinger der kan bidrage til stabilitet i et protein, grundet 
de meget lave bindingsenergier der er involveret. Her er det nødvendigt at fokusere på kooperative 
bindinger. [Figur 2.6] viser et simpelt system af et udfoldet protein, med bindingssteder A, B, C og 
D.  
 
  
 
 
Figur 2.6 (TV): Viser hvordan de kooperative bindingssteder A, B, C og D indgår i en ligevægt mellem 
forskellige stadier. (TH). Illustrerer hvordan den Gibbs fri energi bliver negativ, når antallet af kooperative 
bindinger bliver stort nok. 
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Der vil her være en teoretisk ligevægt mellem det foldede protein og det udfoldede, hvor 
ligevægtskonstanten er afhængig af nogle associations konstanter, KXY [Creighton, 1993]: 
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Hvor [C/D]I og [E/F]II er koncentrationsforhold, der beskriver kooperativiteten af den enkelte 
binding ud fra det relative forhold mellem koncentrationerne af de bindende stoffer. Samt [A/B]U er 
det relative koncentrations forhold mellem A og B. Ved mange bindingssteder sænkes Gnet som 
vist på figur 2.6. 
Grundet at Gnet bliver negativ, vil det være favorabelt for molekylet at lave f.eks. binding nummer 
ti. Bindingen vil derfor ske lige så snart at binding nummer ni finder sted [Creighton 1993]. 
2.7 Opsummering 
Empirisk bestemte Gibbs frie energier for denaturering af proteiner Gden = Gnative- Gudfoldet for 
diverse proteiner ligger normalt mellem 20 KJ/mol og 80 kJ/mol [Dill 1990]. Lignede værdier når 
[Privalov 1993] frem til for sine modelproteiner; myoglobin (Gden = 40 kj/mol), lysozym (Gden  = 
58 kj/mol), cytochrom C (Gden  = 37kj/mol) og ribonuclease  A (Gden  = 26kj/mol), alle data ved 
25˚C. Grunden til at der er en så relativ lille stabilitet i forhold til de netto energier er at der er en fin 
balance mellem positive og negative bidrag til Gden. På begge sider er der entropiske og 
enthalpiske bidrag. Gden sænkes af det entropiske tab, der fremkommer mangel på frihedsgrader i  
hovedkæden af proteinet når det er foldet i sit native stadie. Gden hæves af det entropiske tab som 
hydreringen af aminosyrer påfører vandet ved at strukture det. De enthalpiske bidrag til Gden er et 
lidt mere broget billede. Gden sænkes af enthalpien for hydreringen af aminosyrene som for 
upolære og polære aminosyrer opnås ved henholdsvis van der Waalske bindinger og 
hydrogenbindinger til solventet. Men Gden hæves af enthalpien for de upolære aminosyres van der 
Waalske bindinger inde i proteinet. Ligeledes hæves Gden af enthalpien for hydrogenbindinger og 
saltbroer mellem de polære aminosyrer inde i proteinet. Det sidste enthalpiske bidrag er 
disulfidbroer mellem cysteins sidekæder [Kauzmann 1959]. Med alle positive og negative bidrag til 
Gden, mangler kun den indbyrdes størrelsesorden. Hydreringen af sidekæderne giver ifølge 
[Makhatadze 1993] og [Privalov 1993] et meget stort negativt enthalpisk bidrag, men som 
modsvares af et entropisk bidrag, hvilket gør hydreringen relativt energineutral, hvis man tager 
højde for Gden sænkes betydeligt ved hydreringen af de relativt få polære aminosyrer der ikke er 
hydreret og Gden  hæves lidt ved hydrering af de relativt mange upolære aminosyrer der ikke er 
hydreret. Hverken saltbroer eller disulfidbroer har dominerende indvirkning på proteinets Gden, da 
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ikke alle proteiner indeholder disse bindinger [Kauzmann 1959]. Tilbage er de enthalpiske bidrag 
hydrogenbindinger og van der Waalske interaktioner internt i proteinet. Hydrogenbindinger internt i 
proteinet opvejes af hydrogenbindinger til solventet [Dill 1990]. Men hydrogenbindingerne til 
solventet er allerede behandlet isoleret som hydrering og opvejes stort set af entropiske effekter ved 
hydrering [Makhatadze 1993, Privalov 1993]. Denne tilgang giver mening da hydreringen 
behandles separat. Tilbage er interne van der Waalske interaktioner og hydrogenbindinger som 
hæver Gden modvirket af den sterisk entropi der sænker Gden. Selvom van der Waalske 
interaktioner og hydrogenbindinger er svage gør den kooperative effekt at disse energier er den 
mest betydende effekt i stabilisering af proteinet, da de kun til dels modvirkes af den steriske 
entropi ved 25˚C. 
Udfra teorien kan det nu undersøges hvilken kinetik hGH aggregeres efter, en første ordens eller en 
anden ordens mekanisme. Ligeledes skal teorien lægge grund til en vurdering af hvilken type 
interaktioner med phenoliske forbindelser der bidrager til aggregering af hGH. 
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3. Analyse 
Som nævnt i rapportens indledning har phenoliske forbindelser indflydelse på hGH’s aggregering. I 
analyse afsnittet vil de forskellige phenoliske forbindelsers elektrostatiske egenskaber beregnes 
udfra en Hückelmodel, og dette vil blive brugt til vurdering af deres mulige interaktioner med 
proteiner. 
For at forstå phenoliske forbindelsers effekt på hGH benyttes insulin som modelprotein, mens der 
yderligere inddrages andre proteiner i forbindelse med phenoliske forbindelser. Slutteligt 
gennemgås hGH’s struktur og mulige interaktioner med phenoliske forbindelser foreslås og 
sammenlignes med modelproteinerne. Ydermere undersøges hGH’s aggregeringskinetik udfra data i 
Maa 1996. 
 
 
3.1 Phenoliske forbindelser 
Phenoliske forbindelser indeholder alle en aromatisk ring og en til flere hydroxylgrupper. 
Hydroxylgrupperne kan danne hydrogenbindinger, mens den aromatiske ring er relativt upolær og 
kan lave van der Waalske interaktioner. Ringen kan have forskellige substituenter f.eks. en 
methylgruppe, som i cresoler eller et halogen som i 2-chlorphenol. Dette kan ændre dens fysisk-
kemiske egenskaber. 
Maa og Hsu undersøgte i 1996 phenoliske forbindelsers virkning på aggregeringen af hGH [Maa 
1996]. Ved hjælp af UV270 og Size Exclusive HPLC måltes mængden af hGH, der var aggregeret i 
opløsningen og følgende effektivitet fandtes: Benzyl alkohol viste sig at være den svageste, derefter 
resorcinol, phenol, catechol, meta-cresol og 2-chlorphenol [Figur 3.1]. Cyklohexanol viste ringe 
effekt. 2,6-dimethyl cyklohexanol viste sig ved andre forsøg end de medtagne at være meget 
effektiv til at promovere aggregering [Maa 1996]. Strukturerne af de phenoliske forbindelser og 
deres indbyrdes rangering efter aggregeringseffekt [Figur 3.2]. 
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Figur 3.1: Figurer fra Maa 1996, hvor venstre viser optisk densitet ved hGHs udsættelse for forskellige phenoler, 
desværre uden ordentlig angivelse af forsøgsbetingelser og temperatur. Højre side er en SEC-HPLC måling af 
prøver af protein opløsninger over tid ved tilsætning af phenoliske forbindelser. (X)phenol, ()2-chlor-phenol, 
(+)m-cresol, ()cyklohexanol, ()benzyl alkohol, ()catechol, ()resorcinol, () ingen tilsætning. Forsøget er 
foretaget ved 50˚C. Men forsøgene demonstrerer de forskellige phenolers påvirkning på hGHs aggregering i 
rækkefølgen benzyl alkohol < resorcinol < phenol < catechol < meta-cresol < 2-chlorphenol.  Dette svarer ikke 
helt overens med konklusionen i Maa 1996, men svarer bedre overens med deres empiriske data.  
    
Figur 3.2 A) Benzyl alkohol B) Resorcinol og C) Phenol, D) Catechol, E) Meta-cresol, F) 2-chlorphenol. 
Forbindelsernes promovering af aggregering af hGH stiger fra A mod F. [Maa 1996] Derudover oplyses at 
cyklohexanol (G) næsten ingen effekt har på hGH, mens 2,6 dimethylcyklohexanol (H) promoverer aggregering 
af hGH i højere grad end de phenoliske forbindelser. 
 
Artiklen [Maa 1996] fremkommer med nogle konklusioner på deres forsøgsdata, som kort vil blive 
nævnt: Ved SEC-HPLC måltes at aggregeringen hovedsageligt bestemmes af den absolutte 
koncentration af liganden ikke af forholdet mellem phenolforbindelse og protein. På baggrund af 
microkalometridata konkluderes det at der kun dannes svage bindinger mellem phenolerne og 
proteinerne, hvilket udelukker kovalente bindinger. CD spektre på cyklohexanol og 2,6-
dimethylcyklohexanol viste ændring i tertiær struktur og resultaterne mentes at kunne overføres til 
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phenoler grundet deres stærkere binding til proteinet. Der fandtes ingen overensstemmelse mellem 
de fundne aggregeringshastigheder og forbindelsernes hydrogen-bindingsstyrke [Maa 1996].  
 
3.1.1 Phenoliske forbindelsers elektrostatiske egenskaber 
Til forståelse af interaktionen mellem hGH og de undersøgte phenoliske forbindelser, blev der lavet 
Hückelmodel beregninger af de phenoliske forbindelser, cyklohexanol og 2,6-dimethyl 
cyklohexanol i [HyperChem 1996]. Disse illustrerer de enkelte stoffers elektrostatiske 
energipotentialer. På denne måde kan elektronernes befolkning i molekylet visualiseres, og 
forståelsen for det enkelte molekyles hydrogenbindinger og polaritet forøges. Der rettes primært 
fokus mod hydroxylgruppens evne til at hydrogenbinde ved at se på delladningerne. Dette gøres 
fordi hydrogenbindingsevnen formentligt er betydende for aggregeringsprocessen. Det andet fokus 
rettes mod polariteten af den aromatiske ring. Der er en forventning om at ringen deltager i van der 
Waalske interaktioner med upolære aminosyrer i proteinet, jo mere upolær den aromatiske ring er, 
jo stærkere er de van der Waalske interaktioner. Dette skyldes at induceret dipol-induceret dipol 
bindinger er stærkere end dipol-induceret dipol bindinger. En vigtig effekt ved den aromatiske ring 
er, at den har mulighed for at fungere som acceptor for hydrogenbindinger. Dette gøres ved at 
hydrogen binder til den negative -elektronsky i midten af den aromatiske ring [Suzuki, 1992, 
Tüchsen 1987]. Det betyder at den aromatiske ring er relativt polær i forhold til cyklohexanringen, 
da den har denne elektronegativitet i midten. Men pointen er at den aromatiske rings evne til at 
fungere som hydrogenbindingsacceptor formentligt kan ændres af substituenter.  
2-chlorphenol [Figur 3.3, tv] adskiller sig fra phenol [Figur 3.3, th] ved at have en positiv 
elektrostatisk feltladning over hele molekylet, med undtagelse fra hydroxylgruppens oxygen der har 
en negativ delladning. Dette gør at 2-chlorphenols aromatiske ring formentlig ikke kan fungere som 
hydrogenbindingsacceptor, hvilket betyder at 2-chlorphenols aromatiske ring er mere upolær end 
resten af de undersøgte phenoliske stoffer. Dette kunne være grunden til dens høje promovering af 
aggregering. 
På figuren af phenol ses et stort område med negativ elektrostatisk potentiale i midten. Dette er i 
overensstemmelse med at den aromatiske rings elektroner er fordelt over og under molekylplanet. 
Phenol har derfor nemmere ved at fungere som acceptor for en hydrogenbinding. Dette gør phenols 
aromatiske ring meget mere polær og derfor mere hydrofil end 2-chlorphenols ringstruktur. 
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Figur 3.3: Elektronfordelingen i 2-chlorphenol (tv), phenol (th). Rød er negative ladningsfelter og grøn er 
positive ladningsfelter. Tallene ved atomerne er delladninger. Phenol viser ladningsfordeling når der ikke er 
substituenter. Her er der en stærk negativ ladning ved oxygenatomet og et negativt felt i midten af den 
aromatiske ring. I 2-chlorphenol er 	-elektronskyen ikke særlig befolket da elektronerne er blevet trukket i 
retning af den store og elektronegative chlor atom. Dette gør at den aromatiske ring i 2-chlorphenol bliver en del 
mere upolær og formentligt mister evnen til at være hydrogenbindingsacceptor. 
 
Figur 3.4: Elektronfordelingen i m-cresol (tv) resorcinol (th). Det ses at elektronfordelingen af m-cresol ligner 
lidt den for phenol, hvorimod resorcinols ekstra hydroxylgruppe gør at fordelingen af den negative delladning 
over den aromatiske ring bliver fordrejet.  Både m-cresol og resorcinols aromatiske ring har formentligt evnen 
til at fungere som hydrogenbindingsacceptorer, men ringstrukturen i resorcinol er meget mere polær da der 
sidder to hydroxyl substituenter, og ikke er en methylgruppe på som i m-cresol. Altså er m-cresol mest upolær.  
 23 
Resorcinol adskiller sig fra phenol ved at have en ekstra hydroxylgruppe i meta-position, mens m-
cresol har en methyl gruppe i meta-position. Methyl gruppen i m-cresol gør at molekylet som 
helhed bliver mindre polært da methylgruppen er stor og upolær [Figur 3.4, tv]. Resorcinol har to 
steder med negativt elektrostatisk potentiale, men en mindre elektronpopulation mod midten [Figur 
3.4, th] end phenol, da de to stærkt elektronegative oxygen atomer trækker elektronskyen til sig.  
Alle tre hydroxylgruppers enkelte delladninger er næsten ens og det skulle derfor kunne forventes, 
at der er lige gode hydrogenbindinger fra alle tre. -elektronskyens evne til at danne 
hydrogenbindinger med omgivelserne skulle forventes at være omtrent ens. Hvis der er en forskel 
skyldes det resorcinols deformeret -elektronsky som kan gøre at molekylet ikke er lige så villig til 
at deltage i denne form for hydrogenbinding.  
 
 
Figur 3.5: Elektronfordelingen i catechol (tv) benzyl alkohol (th). Som resorcinol har catechol en ekstra 
hydroxylgruppe dog i ortho-position, dens 	 -elektronsky er klart mindre befolket end den hos benzylalkohol, 
hvilket kan indikere at catechol aromatiske ringstruktur vil være dårligere til at fungere som 
hydrogenbindingsacceptor da hydroxylgrupperne trækker elektronerne fra 	 -elektronskyen.  
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Figur 3.6 elektronfordelingen i cyklohexanol (tv) 2,6-dimethyl-cyklohexanol (th). Begge de cykliske forbindelser 
har ikke på samme måde et plant elektrostatisk potentiale i midten af ringen som de aromatisk opbyggede 
molekyler har. De har dog en del større negativ delladning omkring oxygen atomet end de molekyler, der er 
bygget op om en aromatisk ring. Det må derfor forventes at de vil være bedre til at hydrogenbinde fra denne 
hydroxylgruppe. Ladningerne fra hydroxylgruppen 
 
Catechol’s to hydroxylgrupper sidder i ortho-position til hinanden. De to stærkt elektronbefolkede 
sidegrupper er asynkrone i deres udseende, den ene (1-OH) er mere udbredt. Dette kan skyldes at 1-
hydroxylgruppens hydrogen orienteres i 2-OH’s retning, mens denne så må skubbe sit hydrogen i 
den anden retning og herved befinder sig omgivet af positive delladninger [Figur 3.5, tv]. 
Benzylalkohol har en methanol gruppe som substituent, og dennes positive delladning giver en 
lignende effekt, hvor den negative delladning på oxygenet klemmes inde [Figur 3.5, th]. 
Det ses at catechols -elektron sky er betydeligt mindre end benzylalkohols og det vil derfor være 
sandsynligt at benzylalkohol vil være bedre til at acceptere en hydrogenbinding til den aromatiske 
ring. I forhold til resorcinol er den aromatiske ring på catechol måske en smule mere upolær da 
hydroxylgrupperne her sidder ortho til hinanden, mens ladningerne på resorcinol har negative 
ladninger med større afstand til hinanden. Benzylalkohols aromatiske ring er formentligt endnu 
mere upolær end catechol og resorcinol, men har stadig muligheden for at fungere som acceptor for 
hydrogenbindinger.  
2,6-dimethylcyklohexanol aggregerer hGH med et ca. 10 gange større aggregat end de phenoliske 
stoffer [Maa 1996]. Cyklohexanol promoverer ikke aggregering af hGH og det er derfor interessant 
at se på forskellen i elektronfordelingen for disse to stoffer. Begge de ikke-aromatiske molekyler 
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har et meget ustruktureret elektrostatisk energipotentiale, det ses dog at deres oxygen fra 
hydroxylgruppen er en del mere negativt ladet end de tilsvarende i phenoliske forbindelser. Hvorfor 
der er en så stor forskel i aggregeringspromovering mellem cyklohexanol og 2,6 
dimethylcyklohexanol kan forklares ved at ladningen i 2,6 dimethylcyklohexanol er skærmet mere 
af de to methyl grupper, og at hele molekylet derfor fremstår mere upolært.  
 
 
Tabel 3.1: Viser delladningerne for de enkelte hydroxylgrupper på de enkelte molekyler. Der ses følgende 
sammenhæng mellem de enkelte størrelser af delladninger i hydroxylgrupperne: cyklohexanol  2,6-dimethyl-
cyklohexanol  benzylalkohol > catechol   m-cresol  resorcinol  2-chlorphenol  phenol. 
 
For at have en ide om de enkelte molekylers hydroxylgruppers evne til at hydrogenbinde, aflæses 
deres delladninger [Tabel 3.1]. Cyklohexanol havde den største negative delladning svarende til 
2,6-dimethyl-cyklohexanols og benzylalkohols som igen var størrere end catechols som svarede til  
m-cresols, resorcinols,  2-chlorphenols og phenols. Der er derfor ingen sammenhæng mellem evnen 
til at hydrogenbinde fra hydroxylgruppen og de forskellige stoffers promovering af aggregering. 
Hvilket svarer til konklusionen i [Maa 1996]. 
Den anden faktor der vurderes er den aromatiske rings polaritet i de forskellige stoffer og derved 
dens muligheder for at lave London interaktioner med de upolære aminosyresidekæder i proteinet. 
 2-chlorphenols aromatiske ring har ringere mulighed for at fungere som hydrogenbindings acceptor 
i forhold til resten af de phenoliske forbindelser. Dette kan være medvirkende til den meget større 
aggregeringspromovering af hGH. Resten af de phenoliske forbindelsers aromatiske ring kan 
formentligt fungere som hydrogenbindingsacceptor og sikkert med nogenlunde samme effekt. Men 
der er også en gradsforskel i polariteten af den aromatiske ring i disse stoffer. M-cresol har en 
methylgruppe der hæver upolariteten af den aromatiske ring. Catechol og phenol har begge 
nogenlunde samme struktur af de elektrostatiske potentialer, hvor ladningerne sidder på den ene 
 26 
side af ringen og den anden er relativt upolær. Resorcinol er formentlig mere polær, da dens 
hydroxylgrupper sidder i så lang afstand af hinanden og den upolære del af ringen bliver mindre. 
Benzylalkohols aromatiske ring virker mere upolær end resorcinol, catechol og phenol. Hvis de 
phenoliske forbindelser opstilles efter hvor upolære den aromatiske ring er, gives: 2-chlorphenol > 
m-cresol > benzylalkohol > catechol = phenol > resorcinol. 
Denne opstillede rækkefølge af polariteten af den aromatiske ring i de phenoliske stoffer, svarer 
derfor relativt godt overens med data for promovering af aggregering [Maa 1996], med undtagelse 
af benzylalkohol. Dette vendes der tilbage til i diskussionen.  
 
 
3.2 Model Proteiner 
I forsøget på at forstå hvilke kræfter, der ligger til grund for den større aggregeringsfrekvens af 
hGH ved tilstedeværelse af phenoliske forbindelser i solventet, vælges det at bruge insulin, et mere 
undersøgt protein, som model. Ydermere gennemgås kort aggregeringen af andre proteiner, der 
også er undersøgt i forbindelse med phenoliske forbindelser.  
 
3.2.1 Insulin 
Insulin er aktiv som monomer, men opbevares i kroppen som hexamer ved tilstedeværelse af 
zinkioner. Insulinmonomeren består af to kæder, en 21 aminosyrer lang A-kæde og en 30 
aminosyrer lang B-kæde, som indeholder α-helix struktur mellem aminosyrerest A1 og A8, A13 og 
A19, og B9 og B19. De to kæder holdes sammen af to disulfidbroer mellem A7 og B7 og A20 og 
B19 [Whittingham 1998], mens en ekstra disulfidbro mellem A6 og A11 stabiliserer A-kæden 
[Fransson 1997]. 
Dimerinsulin holdes sammen af de to monomeres to identiske hydrofobe overflader, der danner en 
antiparallel β-sheet struktur mellem aminosyre B23 og B30 fra hver monomer karakteriseret ved 
fire hovedkæde- hovedkæde hydrogenbindinger. (B28 Pro laver van der Waals interaktioner til B20 
– B23 på den anden monomer). 
Insulinhexameren består af tre dimerer aggregeret omkring to zinkioner. Denne struktur kaldes T6.  
Binding af phenoliske forbindelser til T6 hexameren inducerer en stor konformationel ændring, hvor 
aminosyrerne B1-B12 transformeres fra en extended til en α-helix-struktur, der fører til en N-
terminal ekstension af den pre-eksisterende B9-B20 helix. Denne struktur kaldes R6 hexameren og 
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er mere stabil, idet den hæmmer diffusionen af zinkionerne ud af proteinkomplekset, der i sidste 
ende er det der fører til nedbrydning til dimere [Whittingham 1998]. 
Krystalstrukturer af R6 insulin hexameren med bundet phenol viser at seks phenolmolekyler binder 
sig til hver hexamer [Derewenda 1989]. Hver af de seks phenol molekyler donerer en 
hydrogenbinding til A6 Cys carbonyl oxygen og accepterer en hydrogenbinding fra A11 Cys amid 
nitrogen. Phenolmolekylet sidder i mellemrummet mellem A-kæden fra den ene dimer og B1-B8 
helixen fra den tilstødende dimer. Dette gør det muligt for B5 His at holde dimerene sammen 
gennem van der Waalske kontakter med phenol molekylet [Figur 3.7] [Derewenda 1989] [Berchtold 
1999].  
 
 
Figur 3.7 Binding af phenol til R6 insulin. De seks phenolmolekyler sidder i mellemrummene mellem A-kæden 
fra den ene dimer og B1-B8 α-helixen fra en anden dimer. Phenols hydroxylgruppe laver hydrogenbindinger til 
A6 Cys carboxylgruppe og A11 Cys amid nitrogen. Den upolære ende laver van der Waal kontakter til B5 His 
fra den tilstødende dimer [Berchtold 1999]. 
 
Konformationsændringen T6 → R6 kan også ske ved tilstedeværelse af m-cresol og methylparaben 
[Brange 1992]. 
I et mutant molekyle (B28 Pro  Asp) af insulin kan man observere endnu et bindingsted mellem 
phenol og insulin, ikke langt fra det ovenover beskrevne. Her hydrogenbinder phenol til B5 His pi 
og B10 His τ mellem to nærliggende dimerer [Figur 3.7] [Whittingham 1998]. Dette fører til en lille 
ændring af positionen af de nærliggende sidekæders B13 Glu (molekyle 1 og 2, de to proteiner i en 
dimer), B17 Leu (molekyle 1), samt B5 His (molekyle 1). Denne hexamer mutant indeholder også 
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to bindingssites for m-cresol, hvis position og interaktioner er meget lig phenols. Dog er site I lidt 
forskudt, hvilket giver m-cresolmolekylets methylgruppe mulighed for at lave van der Waals 
interaktioner med B14 Ala og B17 Leu fra tilstødende dimerer [Whittingham 1998].   
En anden dokumenteret mulighed er at phenoler interagerer med phenylalanin B25, der sidder på 
overfladen af proteinet, hvilket også forstyrrer den tertiære struktur, og fremmer dannelsen af 
dimerer og i sidste ende medfører aggregering til hexamer [Fransson 1997].    
De termodynamiske parametre for bindingen af phenol, m-cresol, resorcinol og methylparaben til 
insulinhexameren viser at både Gibbs fri energi (∆G°) er negativ, hvilket viser at det er en spontan 
proces. Alle reaktioner er exotermiske, men entropien for systemet falder enten 
bemærkelsesværdigt meget eller forbliver relativ konstant. Dette betyder at interaktionen er drevet 
af enthalpi. De negative entropi-værdier skyldes højst sandsynligt en konformationsændring af 
insulinhexameren til en mere kompakt og mindre fleksibel struktur [Mcgraw 1990]. Dette er i 
overensstemmelse med de allerede gennemgåede krystalstrukturer [Derewenda 1989].  
3.2.2 Andre proteiner  
Der er også observeret en øget aggregeringsfrekvens i andre proteiner ved tilstedeværelse af 
phenoliske forbindelser. I Old Yellow Enzyme (OYE), er der identificeret hydrogenbindinger 
mellem phenoler og histidin-191 og aspargin-194. Her interagerer ioniseret p-hydroxylbenzaldehyd 
ved at den ioniserede hydroxyl gruppe accepterer hydrogenbindinger fra His og Asp [Brown 1998]. 
Ved tilstedeværelse af benzylalkohol i solventet hos interferon-γ (IFN-γ) observeres et tab af tertiær 
struktur, men ikke af sekundær, samt en stigning i gennemsnitlig molekylær diameter. Forklaringen 
på dette er at benzylalcohol inducerer en løsning af den native struktur af IFN-γ og danner en 
konformations isomer, der gør IFN-γ mere disponeret for aggregering [Lam 1997].   
Undersøgelse af interleukin-1 receptor (IL-1R) ved tilstedeværelse af phenol, m-cresol eller 
benzylalcohol viser også en øget aggregering [Remmele 1998].  
 
3.3 Interaktioner mellem phenoliske forbindelser og proteiner 
Det ses at phenolers interaktion med proteiner ofte går gennem hydrogenbindinger mellem phenols 
hydroxyl-gruppe til polære aminosyresidekæder, som f.eks. histidin i insulin [Whittingham 1999, 
Derewanda 1989] og Asp og His i OYE [Brown 1998]. Yderligere er det observeret, at phenol kan 
hydrogenbinde til backbone strukturen af proteiner, som det f.eks. ses for cystein i insulin 
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[Berchtold 1998] [Tabel 3.2] viser termodynamiske mål for forskellige, i proteiner eksisterende,  
gruppers evner til at danne hydrogenbindinger. 
Gruppe G (J•mol-1•Å-2) 
Alifatiske (-CH3,-CH2-, CH) +33.5 
Aromatiske -33.5 
Hydroxyl (-OH) -720 
Amid og amino (-NH-, NH2) -552 
Carbonyl C: (C=) +2056 
Carbonyl O: (O=) -183 
Thiol og Thio (-SH, -S-) -101 
 
 
Tabel 3.2 G ved 25oC, for grupper der findes i aminosyrer, som overføres fra et upolært solvent til vand, i 
forhold til deres tilgængelige overfladeareal (Å2) [Creighton 1993]. 
Aminosyrer hvis sidekæder indeholder hydroxyl og/eller amid og amino grupper, kan udfra disse 
data tænkes at være gode partnere for hydrogenbindinger med phenoler. Dette svarer til at det er de 
ladede og polære aminosyrer, samt tyrosin og tryptofan, der bedst danner hydrogenbindinger.  
Den upolære del af phenoliske forbindelser laver van der Waalske kontakter med sidekæderne af 
proteinet. Dette ses i bindingssite I for insulinhexameren R6, hvor B5 His holder dimerene sammen 
gennem van der Waal kontakter med phenol [Derewenda 1989], samt i bindingssite II for insulin 
mutant B28Asp, hvor krystalstrukturer viser at m-cresols methylgruppe laver van der Waal 
kontakter med Ala og Leu [Whittingham 1998]. 
 
3.4 Struktur af hGH’s native stadie 
hGH proteinet består af en 191 aminosyrer lang peptidkæde, med en tertiær struktur der 
karakteriseres af fire -helixer med to lange loops [Figur 3.8b]. Mellem Cys 53 og 165, samt 182 og 
189 findes der disulfidbroer. Som det ses af [Figur 3.8a] er de overvejende hydrofobe aminosyrer 
placeret i proteinets kerne, mens overfladen er dækket af hydrofile aminosyrer.  
 
 30 
  
Figur 3.8: a) model af hGH der viser de upolære (rød) og polære (blå) grupper b) struktur af hGH.  Begge lavet i 
DeepView [DeepView 2001]. 
 
Som Otzen et al tidligere har bemærket udstilles en del aromatiske aminosyrer på overfladen af det 
native stadie af hGH, hvilket kan være medvirkende til at øge risikoen for aggregering imellem 
hGH proteiner [Otzen 2002]. 
 
3.5 hGH og phenoliske forbindelser 
Med hensyn til phenolers interaktioner med hGH, vides der stadig meget lidt. Men for at belyse 
problemstillingen, kan vi først kigge på alkoholers beskrevne effekter på proteiner. Generelt 
inducerer alkoholer delvis denaturering af proteiner, ved at forstyrre interaktionerne i den tertiære 
struktur. Disse konformationelle isomerer er kendetegnede ved et øget indhold af  -helixer i den 
sekundære struktur. Alkohol stabiliserede intermediater af hGH har også en brudt tertiær struktur, 
men da proteinet i sin native form i forvejen er præget af  -helixer, er der ikke den store ændring i 
sekundær struktur [Gomez-Orellana 1998]. 
Alkoholer som n-propanol, 2-propanol eller 1,2-propandiol forhindrer aggregering af hGH i 
vandige opløsninger, samtidig med at de løsner den tertiære struktur [Gomez-Orellana 1998]. Der er 
dog ikke påvist nogen fysisk binding mellem alkoholer og hGH [Maa 1996, Gomez-Orellana 1998]. 
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Til sammenligning og som tidligere nævnt, inducerer phenoler konformationelle ændringer og 
aggregering af bl.a. insulin og hGH [Brange 1992, Maa 1996]. Disse forbindelser har altså en 
yderligere/anden effekt på hGH og insulin end den alkohol gruppen alene udøver. Dette kan skyldes 
den aromatiske del af phenol, hvilket indikeres af at cyklohexanol og phenol har stærkt forskellige 
virkninger på hGH [Maa 1996]. 
I insulin og i andre undersøgte proteiner, ses phenol at binde ved hydrogenbindinger til specifikke 
polære aminosyrer (f.eks. His og Asp) [Derewenda 1989 og Brown 1998]. Lignende interaktioner 
med hGH kan derfor tænkes at eksistere. Det ses af hGH’s struktur at der både er mulighed for 
hydrogenbindinger til hydroxyl-gruppen af phenol, på overfladen, og i den mere skjulte del af 
molekylet (bl.a. Asp 169). Ydermere indeholder hGH 21 aromatiske aminosyrer der kunne danne 
stærke hydrofobe interaktioner til den aromatiske benzen ring af phenol. Heraf sidder 6 på 
ydersiden (Phe 25, Tyr 42, Phe 44, Phe 92, Tyr 103 og Phe 139).  
 
3.6 Kinetik 
Aggregeringen af hGH blev målt af [Maa 1996] ved tilstedeværelse af de phenoliske stoffer i 
solventet. Koncentrationen af hGH monomer er målt som funktion af tiden i dage [Figur 3.9].   
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Figur 3.9. Aggregeringshastigheden for hGH ved tilstedeværelse af forskellige cykliske og aromatiske alkoholer. 
Koncentrationen af hGH monomer er målt til tiden t. De fleste alkoholer viser ved første blik tegn på første 
ordens kinetik, med undtagelse af catechol og phenol. Men dette kan være fordi aggregeringshastigheden for 
hGH uden phenoler, med cyklohexanol, resorcinol og benzylalkohol er så lav at der reelt ikke er nogen 
nævneværdig ændring af monomerkoncentrationen. For 2-chlorphenol og m-cresol er der kun 2 punkter, hvilket 
kun kan give en ret linje. Phenol og catechol kurver kunne tyde på anden ordens kinetik.  
 
Ud fra disse data er det muligt at bestemme, hvilken ordens kinetik aggregeringen følger. Desværre 
er der ikke nok data for 2-chlorphenol og m-cresol, da deres aggregering gik så hurtigt at der kun 
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opnåedes to målinger, hvilket gør dem meget usikre. Aggregeringen af hGH ved tilstedeværelse af 
phenol følger en andenordens kinetik [Figur 3.10]. Dette er fundet ud fra den integrerede hastighed. 
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hvor [Nx] er koncentrationen af monomer, [Nx]0 er startkoncentration af monomer, k2 er 
hastighedskonstanten for reaktionen og t er tiden. Prøverne af hGH uden tilsætning, samt ved 
tilstedeværelse af cyklohexanol, resorcinol og benzylalkohol viste meget lidt aggregering og det er 
svært at konkluderer om de reelt følger første ordens kinetik. Idet kurven for phenol er lineær følger 
aggregeringen anden ordens kinetik. Kurven for catechol indikerer at aggregeringen ikke følger 
andenordens kinetik, men begge disse datasæt er usikre grundet det meget få antal målinger.  
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Figur 3.10. plot af 1/koncentrationen af monomer hGH mod tiden. Idet kurven er lineær for aggregeringen hGH 
ved tilstedeværelse af phenol ser den ud til at følge anden ordens kinetik. Linien for aggregering af hGH ved 
tilstedeværelse af catechol er ikke lineær, hvilket tyder på at denne aggregering ikke følger anden ordens kinetik, 
men grundet få måledata er dette meget usikkert.   
 
3.7 Opsummering 
Gennem det sidste afsnit er der gennemgået forskellige muligheder, der kan medvirke til 
aggregeringen af hGH ved tilstedeværelse af phenoliske forbindelser.  
Phenoler binder sig gennem deres hydroxylgruppe til polære aminosyrer eller til hovedkæden på 
proteiner gennem hydrogenbindinger. Men udfra de beregnede elektrostatiske energier er der dog 
ingen sammenhæng mellem stoffernes evne til at hydrogenbinde og deres aggregeringseffekt. 
Den upolære aromatiske ring kan lave van der Waalske interaktioner med upolære aminosyrer, her 
ses en sammenhæng mellem evnen til at Londonbinde: 2 chlorphenol > m-cresol > benzylalkohol > 
catechol = phenol > resorcinol, som svarer til stoffernes evne til at aggregere hGH.  
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Modelproteinerne viser at phenoliske forbindelser ofte bindes på overfladen af proteinet og 
bindingen fører i mange tilfælde til en konformationsændring af proteinstrukturen. hGH har flere 
mulige bindingssteder på overfladen, der kan interagere med phenoliske forbindelser. 
Aggregeringshastigheden for hGH ved tilstedeværelse af phenol følger andenordens kinetik. 
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4. Diskussion 
Der er givet mange bud på phenoliske forbindelsers destabiliserende virkning på proteiner, men 
ingen samlede hypotese er fuldstændigt accepteret. Det har vist sig at phenoliske forbindelser 
interagerer med hGH på flere mulige måder. I det følgende afsnit diskuteres disse interaktioner på 
baggrund af analysen og en mulig hypotese opstilles. Hypotesen tager stilling til ved hvilke 
interaktioner phenoliske forbindelser binder hGH, og hvordan dette medfører aggregering af 
proteinet. 
 
4.1 Hydrogenbindinger 
Krystalstrukturer af insulin eller OYE sammen med phenoliske forbindelser viser, at disse kan 
binde sig med hydrogenbindinger til proteiner. Denne form for binding er observeret i forbindelse 
med flere forskellige aminosyrer samt til hovedkæden. Der er derfor rige muligheder for phenoliske 
forbindelser til at danne hydrogenbindinger med polære aminosyrer og derved også til hGH. 
Eventuelt vil en endelig krystalstruktur af hGH i association med phenoliske forbindelser, give 
viden om specifikke bindingssites. Ved CD målinger kan cyklohexanol ses at ændre den tertiære 
struktur af hGH. Dette kan dog ikke vises for phenoliske forbindelser, da de i sig selv absorberer i 
interesseområdet, men samme effekt kunne forventes [Maa 1996]. 
Alifatiske alkoholer binder sig også til proteiner, formentlig med hydrogenbindinger, og denne 
interaktion løsner den tertiære struktur, men øger ikke aggregeringen. I myoglobin er det vist at 
aggregeringen hæmmes ved stigende antal hydroxylgrupper på liganden [Herskovits 1969]. Dvs. at 
des flere potentielle hydrogenbindinger liganden har, des mindre aggregeringseffekt.  
En lignende effekt observeres for hGH ved tilstedeværelse af cyklodextriner, der binder upolære 
aminosyrer på overfladen, men selv udstiller en hydrofil overflade. Herved øges opløseligheden af 
proteinet og aggregering forhindres [Otzen 2002]. 
Det stigende antal -helixer i proteiner, observeret ved tilstedeværelse af alkoholer, kan måske 
forklares ved den lavere polaritet af alkohol/vand solventet. Herved tænkes at der er større 
enthalpisk gevinst ved hydrogen bindinger mellem aminosyrerne, hvilket er karakteristisk for -
helixer. Denne effekt forventes ikke at være særlig udpræget for hGH, da den i sit native stadie er 
stærkt befolket af -helixer, hvilket også indikeres af at de omtalte CD målinger for cyklohexanol, 
ikke viser store udsving i forhold til målinger af rene hGH opløsninger. 
 35 
Hydrogenbindinger alene virker på baggrund af dette ikke som plausibel forklaring på den øgede 
aggregering. Der ses da heller ingen direkte sammenhæng mellem forskellige phenoliske stoffers 
evne til at danne hydrogenbindinger fra hydroxylgruppen og deres aggregeringskompetence.  
4.2 Hydrofobe effekter 
Udover hydroxylgruppens hydrogenbindingsmuligheder, har den aromatiske ring potentiale for at 
van der Waal interagerer med hGH. I insulin er observeret en situation, hvor phenol laver van der 
Waal interaktioner med en histidin, ydermere ses m–cresol at danne van der Waalske interaktioner 
til leucin i en insulin B28 Pro til Asp mutant. Idet flere hydroxylgrupper i alifatiske forbindelser 
forringer aggregeringsevnen må van der Waal interaktioner være vigtige for aggregeringen 
[Herskovits 1969]. Dette understøttes også af at afskærmning af upolære aminosyrer af 
cyklodextriner hindrer aggregering [Otzen 2002]. Spørgsmålet er på hvilken måde den aromatiske 
ring interagerer med hGH. Cyklohexanol har en betydelig mindre effekt på hGHs aggregering end 
phenol, dette kan både være på grund af forskellige evner til at hydrogenbinde fra hydroxylgruppen, 
men også på grund af egenskaber ved den aromatiske ring. Udfra [Maa 1996] ses det at de 
phenoliske forbindelser der bedst fremmer aggregeringen er dem med store upolære grupper på som 
2-chlorphenol og m-cresol. 2-chlorphenol har desuden den effekt at chlor substituenten i anden 
position trækker noget af elektronbefolkningen fra -orbitalerne i midten af den aromatiske ring. 
Dette gør ringen mindre polær og formentligt fjerner den aromatiske midtes mulighed for at agere 
som hydrogenbindings acceptor. Forskellen i promovering af aggregering af hGH mellem 2-
chlorphenol og m-cresol kan forklares ved at 2-chlor-phenol ikke har muligheden for at agere som 
hydrogenbindingsacceptor, mens m-cresol formentligt har bibeholdt den evne. Phenol og catechol 
har henholdsvis hydroxylgruppen og grupperne placeret på den ene side af molekylet, hvilket gør at 
den anden ende formentligt er i stand til at lave van der Waalske interaktioner med proteinet. Dette 
er mere besværet i resorcinol da hydroxylgrupperne sidder i orthostilling til hinanden. 
Benzylalkohol burde være forholdsvis god til at lave van der Waalske interaktioner fra den 
aromatiske ring, men dette kunne muligvis modvirkes af entropien ved at dens hydroxylgruppe 
sidder en carbon længere væk fra benzenringen. Hvis det antages at der først dannes en 
hydrogenbinding mellem hydroxylgruppen og en aminosyre, vil det være sværere at få den 
aromatiske ring på plads da den kunne bevæge sig friere. En opdeling efter hvor upolær 
ringstrukturen er, og de substituenter der sidder på ringstrukturen, vil også kunne være grundlag for 
en forklaring af henholdsvis cyklohexanols og 2,6 dimethylcyklohexanols evne til at promovere 
aggregering. Ringen i cyklohexanol er mere hydrofob end en aromatisk ring, da den ikke har 
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mulighed for at fungere som hydrogenbindingsacceptor. Cyklohexanol har dog en meget højere 
grad af steriske friheder og der vil formentlig være en stor entropisk modvirkning af van der 
Waalske bindinger med hGH. Ringstrukturen i 2,6 dimethylcyklohexanol kan så tolkes som 
værende endnu mere hydrofob end cyklohexanol og derudover er hydroxylgruppens negative 
delladning skærmet af de to methylgrupper i methastilling. 2,6 dimethylcyklohexanol besidder 
formentligt en hvis grad af sterisk frihed og der er sikkert en betydelig entropi der modvirker van 
der Waalske bindinger til hGH, men skærmningen af den negative delladning kan meget vel være 
grunden til 2,6-dimethylcyklohexanols overraskende høje promovering af aggregering af hGH.   
 
4.3 Kinetikken 
Dataene fra [Maa 1996] er desværre lidt for få til at konkluderer noget om kinetikken. Den eneste 
måling der ikke var enten for hurtig til at aggregere eller for langsom til at se en tendens var 
målingen af aggregering af hGH ved påvirkning af phenol. Målingen af phenol fremviser en klar 
andenordens kinetik, men om dette er repræsentativt for påvirkning ved phenoliske forbindelser er 
svært at konkludere. Men ifølge [Treuheit 2002] forventes det at proteinaggregering sker ved en 
anden eller højere ordens kinetik. Hvis aggregeringen ved phenol er repræsentativ, tyder det på at 
vores andenordens model, hvor proteiner i løse konformations isomere støder sammen og danner et 
aggregat, er plausibel. Phenoliske forbindelsers rolle er formentligt at løsne konformationen eller 
ændre overflade hydrofobiciteten og derved sænke Gdenat. Men på hvilken måde bindes phenoliske 
forbindelser til hGH? 
 
4.4 Phenoliske forbindelsers binding til hGH 
Aggregering er så vidt vides altid forbundet med en ændring i den tertiære struktur [Chi 2003] og 
hGH’s aggregering med phenoliske forbindelser forventes ikke at adskille sig fra denne regel, 
hvilket også understreges af cyklohexanols ændring af hGH’s tertiære struktur [Maa 1996]. 
Ydermere vides det at hydrofobe interaktioner er meget vigtige og disse observationer må derfor 
drages ind i mulige hypoteser for aggregeringen af hGH.  
Proteiner er dynamiske strukturer der hele tiden åbner og lukker sig, hvilket også gælder for hGH’s 
native stadie [Hamuro 2003]. Åbningen gør det muligt for phenoliske forbindelser at bevæge sig ind 
i caveties i proteinets hydrofobe indre, hvor de binder sig med hydrogenbindinger og van der 
Waalske interaktioner til proteinet. Herved brydes van der Waal bindinger og hydrogenbindinger 
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mellem aminosyrerne, hvilket fører til en mere åben tertiær struktur. Åbningen eksponerer flere 
hydrofobe aminosyrer, der kan lave interaktioner med andre proteiner, hvilket fører til aggregering. 
En anden mulighed er at phenoliske forbindelser hydrogenbinder til overfladen af hGH, og herved 
skaber en mere hydrofob overflade. Den hydrofobe del af phenolerne kan herefter lave van der 
Waalske interaktioner til andre phenoliske forbindelser eller aminosyrer på overfladen af et andet 
protein. Når de to proteiner kommer så tæt på hinanden og bliver holdt sammen interagerer de med 
hinanden, hvilket fører til en konformationsændring af den tertiære struktur og de to peptidkæder 
sætter sig irreversibelt sammen til et aggregat.  
Denne situation ses f.eks. mellem to insulin dimere, hvor phenol hydrogen binder til den ene dimer 
og menes at danne van der Waalske interaktioner med den anden, hvilket øger hexamerens stabilitet 
[Derewenda 1989]. Der er identificeret flere mulige hydrogenbindningssteder på overfladen af 
hGH, så dette er en mulighed. 
De to ovenstående muligheder inddrager både ændringer af tertiær struktur og hydrofobe 
interaktioner og virker derfor begge mulige. Man kunne forestille sig at aggregeringen er en 
kombination af begge. 
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5. Konklusion 
Phenoliske forbindelser promoverer aggregeringen af hGH. Dette skyldes en kombination af 
hydrogenbinding mellem hydroxylgruppen i de phenoliske stoffer og polære aminosyrer i hGH, 
samt van der Waalske interaktioner mellem den aromatiske ring og upolære aminosyrer i hGH. Det 
findes at der ligesom det formodes i [Maa 1996] er en sammenhæng mellem aggregeringen af hGH 
og hydrofobiciteten af de phenoliske forbindelser. Analysen i dette projekt viser at der er en 
sammenhæng mellem polariteten af den aromatiske ring i de phenoliske forbindelser og de 
empiriske data for aggregering, fremlagt af [Maa 1996]. Promoveringen af aggregeringen falder fra 
2-chlorphenol til m-cresol, catechol, phenol, resorcinol og benzylalkohol. Benzylalkohols upolaritet 
svarer ikke helt til dens promovering af aggregering, men dens lavere inducering af aggregering 
formodes at være på grund af steriske årsager.   
Der findes stadig ikke en detaljeret aggregeringsmodel, men det er indikeret at aggregeringen følger 
anden ordens kinetik, hvilket underbygger ideen om en ændring af hGH’s tertiære struktur, 
promoveret af de phenoliske stoffer, efterfulgt af et sammenstød af to proteiner. Hvortil på hGH de 
phenoliske stoffer danner hydrogenbindinger og van der Waalske interaktioner, vil først kunne 
klarlægges såfremt nye data fremkommer. 
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